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Nel presente lavoro è stata analizzata la distribuzione di 22 polimorfismi 
distribuiti in 13 geni codificanti per citochine e recettori citochinici in 71 
riceventi di rene da donatore vivente. In particolare sono state determinate 
le frequenze genotipiche dei geni delle citochine IL-1α -889C/T, IL-1β -
511C/T e +3962T/C, tumor necrosis factor (TNF)-α -308G/A e -238G/A, IL-
2 -330T/G e +166G/T, IL-4 -1098T/G, -590T/C e -33T/C, IL-6 -174G/C e 
+565G/A, IL-10 -1082G/A, -819C/T e -592C/A, IL-12 -1188C/A, IL-1RA 
mspa1 11100T/C, interferon (IFN)-γ +874A/T, transforming growth factor 
(TGF)-β1 +869C/T (codon 10) and +915G/C (codon) 25, IL-1R pst1 
1970C/T and IL-4Rα +1902G/A. Tutte le tipizzazioni sono state effettuate 
con il metodo di PCR-SSP. Allo scopo di valutare l’equilibrio di Hardy-
Weinberg (HWE), le frequenze osservate ed attese dei vari genotipi sono 
state comparate utilizzando il test chi-quadro, attraverso il quale sono state 
inoltre confrontate le frequenze genotipiche del campione con quelle 
presenti nella popolazione italiana sana (n=140). Quattro Single Nucleotide 
Polimorphisms (SNPs) (TGF-β1 cdn 25, TNF-α 238, IL-4 -1098 e IL-4 -33) 
sono risultati non rispettare l’HWE e dal confronto con la popolazione 
italiana sono emerse differenze statisticamente significative per i 
polimorfismi TGF-β1 cdn 25, TNF-α -238, IL-4 -33 e IL-6 -174. Per 
indagare l’eventuale influenza di questi polimorfismi sulla funzionalità 
renale nel post trapianto, come parametro bio-umorale per il precoce 
riconoscimento di un peggioramento della funzionalità del rene sono stati 
raccolti i valori di creatinina ad 1 anno dal trapianto, che hanno permesso 
di effettuare una stadiazione della Glomerular Filtration Rate (eGFR), cioè 
la quantità di filtrato glomerulare prodotta nell’unità di tempo (espressa in 
mL/min/1.73 m2), calcolata con la formula Modification of Diet in Renal 
Disease (MDRD). Sulla base dell’eGFR i pazienti sono stati suddivisi in 
cinque gruppi e per ognuno di essi sono state calcolate le frequenze 
genotipiche dei suddetti polimorfismi citochinici. In base ai risultati dei test 
di eterogenità basati sul chi quadro ed effettuati sia a livello genotipico sia 
genico non sembra esistere un genotipico citochinico o un allele 
maggiormente rappresentato in una determinata categoria di danno renale. 
Per poter chiarire l’influenza dei polimorfismi citochinici sulla funzionalità 
renale dopo il trapianto LDK, sono necessarie ulteriori indagini su un 






In this study we analyzed 71 recipients of living donor kidney 
transplantation (LDKT) for the distribution of 22 polymorphisms within 13 
cytokine genes. The genotype frequencies were determined for the 
cytokine genes IL-1α -889C/T, IL-1β -511C/T and +3962T/C, tumor 
necrosis factor (TNF)-α -308G/A and -238G/A, IL-2 -330T/G and +166G/T, 
IL-4 -1098T/G, -590T/C and -33T/C, IL-6 -174G/C and +565G/A, IL-10 -
1082G/A, -819C/T and -592C/A, IL-12 -1188C/A, IL-1RA mspa1 11100T/C, 
interferon (IFN)-γ +874A/T, transforming growth factor (TGF)-β1 +869C/T 
(codon 10) and +915G/C (codon) 25, IL-1R pst1 1970C/T and IL-4Rα 
+1902G/A. All typings were performed by PCR-SSP assays. In order to test 
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), observed and expected frequencies of 
various genotypes were compared using the X2 test. This test was also 
used to compare genotype frequencies of the LDKT recipients with healthy 
Italian subjects (n=140). Four single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
(TGF-β1 cdn 25, TNF-α 238, IL-4 -1098 e IL-4 -33) were not in HW 
equilibrium and the genotype frequencies of the polymorphisms TGF- 1 
cdn 25, TNF-α -238, IL-4 -33 and IL-6 -174 were significantly different 
compared with those of healthy Italian population. In order to investigate 
cytokine polymorphisms influence on renal function in the post transplant 
period, we collected serum creatinine values at 1 year after LDKT for each 
patient and calculated the Glomerular Filtration Rate (eGFR) (expressed in 
mL/min/1.73 m2) by Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) 
equation. The sample was divided into 5 groups according to the level of 
renal impairment (based on eGFR). Heterogeneity tests (based on X2 test), 
both at allele and genotype levels, were performed to compare the 5 
groups. No significant differences were found, i.e. no cytokine 
polymorphisms showed statistically significant association with a particular 
eGFR group. Further analysis on larger datasets and longer follow up will 
be needed to clarify the role of cytokine gene polymorphism in the 
prediction of renal function after LDKT.   
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DISTRIBUZIONE DEI POLIMORFISMI GENETICI DELLE 
CITOCHINE IN PAZIENTI TRAPIANTATI DI RENE DA 
DONATORE VIVENTE E LORO INFLUENZA SULLA 
FUNZIONALITA’ RENALE NEL POST TRAPIANTO. 
CAPITOLO 1-INTRODUZIONE 
Il trapianto di rene rappresenta attualmente la miglior terapia per il 
paziente affetto da uremia cronica ed è ormai assodato che la 
sopravvivenza del paziente è maggiore per gli uremici che hanno eseguito 
il trapianto di rene rispetto sia a chi permane ancora in dialisi sia ai pazienti 
in lista di attesa per trapianto (1). 
Il trapianto di rene da donatore vivente (LDK) offre molteplici vantaggi in 
confronto al trapianto da donatore cadavere. In relazione alla migliore 
qualità dell’organo donato, l’aspetto più importante risiede nella maggiore 
sopravvivenza del rene trapiantato, che risulta essere quasi il doppio in 
tutte le fasce di età considerate (2).  
Ulteriori vantaggi del trapianto da vivente sono la programmabilità 
dell’intervento e la possibilità di essere eseguito prima dell’inizio della 
terapia dialitica (trapianto con modalità preemptive). Oltre ai vantaggi per 
il ricevente, i dati presenti in letteratura dimostrano che per il donatore le 
complicanze operatorie e post-operatorie sono da considerarsi, seppur non 
completamente assenti, estremamente basse ed i rischi a distanza nel 
tempo non risultano essere superiori a quelli della popolazione generale di 
pari età (3). 
L'introduzione di nuovi farmaci immunosoppressori e di protocolli 
antirigetto hanno permesso di registrare negli ultimi anni un continuo 
aumento della sopravvivenza a breve e a lungo termine dell’organo 
trapiantato (graft) (4). Tuttavia, malgrado questi significativi avanzamenti, 
parte dei trapianti renali è destinata al fallimento e le cause sono quanto 
mai varie (fattori immunologici, malattie intercorrenti, ecc.) e clinicamente 
può essere difficile differenziarle, avendo modalità di presentazione simile e 
spesso sovrapponendosi (4). Nella Tabella 1 sono riportate le cause che 
più frequentemente possono dar luogo a perdita o complicare la funzione 
del graft.  
Sebbene i geni del sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) siano i fattori 
genetici principali nell’accettazione immunologica del graft, anche altre 
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varianti geniche non-HLA possono entrare in gioco nel “predire” l’esito del 
trapianto di rene. Il background genetico del paziente, quindi, sembra 
rivestire un ruolo molto importante (5) e i polimorfismi genetici potrebbero 
spiegare almeno in parte l’eterogeneità dell’outcome tra i riceventi di rene. 
Molte variazioni genetiche, infatti, sono state identificate in alcuni dei geni 
che codificano molecole implicate nella risposta immune del ricevente 
all’allotrapianto di rene (6, 7, 8) e i polimorfismi genetici delle citochine 
sembrano essere tra quelli maggiormente implicati nella reazione di rigetto 
(9, 10, 11, 12). 
 
Tabella 1 
Rene trapiantato: principali complicazioni "parenchimali" 
Complicazioni immediate (entro la prima settimana) 
Necrosi tubulare acuta  
Rigetto iperacuto e rigetto accelerato  
Tossicità CyA/Tacrolimus  
Complicanze infettive  
Complicazioni precoci (tra la prima e la dodicesima settimana) 
Rigetto acuto  
Complicanze infettive  
Tossicità CyA/Tacrolimus  
Complicazioni tardive (dopo la dodicesima settimana) 
Rigetto cronico  
Tossicità CyA/Tacrolimus  
Complicanze infettive, ricorrenza nefropatia di base 
 
Polimorfismi funzionali nelle regioni promotrici e codificanti dei geni delle 
citochine possono rappresentare possibili fattori di rischio per il rigetto 
d’organo (13). Il profilo citochinico dei riceventi può essere associato quindi 
con l’outcome del trapianto renale. 
Le citochine, presenti nel microambiente linfatico in cui avviene il primo 
incontro con l'antigene, i.e. l’organo trapiantato, prendono parte in maniera 
essenziale ai meccanismi che controllano la fase iniziale della 




Figura 1 - La differenziazione TH1 e TH2 è dominata dalle citochine. 
 
La polarizzazione della risposta immune attraverso l’equilibrio del rapporto 
tra le due forme di linfociti T helper Th1 e Th2 influenzerà l’esito del 
trapianto di rene (14).  
Alcune citochine vengono prodotte esclusivamente da Th1 ed altre solo da 
Th2. Questa capacità di esprimere un differente profilo citochinico implica 
l’espressione di funzioni diverse (15).  
Le cellule Th1 inducono i linfociti B a produrre preferenzialmente anticorpi 
opsonizzanti e fissanti il complemento, mentre le cellule Th2 favoriscono la 
sintesi di Ig di classe IgE.  
Infatti, mentre i linfociti Th1 sono importanti per le reazioni di 
ipersensibilità ritardata e le risposte verso gli agenti infettivi batterici ed 
agenti patogeni intracellulari, i linfociti di tipo Th2 controllano la produzione 
degli anticorpi implicati nella difesa verso i parassiti e nelle reazioni 
allergiche IgE-mediate. Tuttavia, i linfociti Th2 e Th1 sono in grado di 
influenzarsi reciprocamente in senso soppressivo per mezzo di 
interleuchine. 
I prototipi Th1 e Th2 si distinguono anche per la diversa attività citotossica 
e per le modalità di espressione dell'attività helper per la risposta umorale. 
Mentre le cellule Th2, generalmente prive di attività citotossica, esprimono 
un’incondizionata attività helper per la sintesi di tutte le classi Ig, le cellule 
Th1, generalmente dotate di potenziale citotossico, svolgono un'attività 
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helper per le maggiori classi Ig, ma non per le IgE a causa della loro 
produzione di IFN-γ (inibitore dello "switch" isotopico verso la produzione 
delle IgE) e della mancata produzione di IL-4 (essenziale per lo "switch" 
isotopico per la sintesi delle IgE). Inoltre la co-espressione da parte dei Th1 
di attività helper e citotossica fa sì che in certe condizioni la seconda 
prevalga sulla prima, con riduzione della risposta umorale. Questo, che si 
configura come un meccanismo di autocontrollo della funzione helper per la 
risposta Ig, è dovuto al fatto che le cellule Th1 potenzialmente citotossiche, 
attivate dal riconoscimento dell'antigene presentato dai linfociti B, possono 
sia lisare i linfociti B mediante perforine (proteine citolitiche) e granzymes 
(serino-esterasi), sia esprimere in membrana il ligando di Fas che, 
interagendo con la molecola Fas espressa dai linfociti B attivati, trasferisce 
ad essi un segnale di morte programmata (apoptosi). 
 
 
Figura 2 - Equilibrio TH1 TH2 
 
La risposta Th1 è generalmente associate con il rigetto, mentre la Th2 può 
portare a tolleranza e alla sopravvivenza del graft (16).  
Il Milieu del graft è determinato dalla combinazione di risposte 
infiammatorie ed anti-infiammatorie che sono mediate o regolate da 
mediatori infiammatori, principalmente citochine; sebbene vi sia evidenza 
che i polimorfismi genetici delle citochine siano associati con variazioni 
nella quantità di proteine citochine prodotte, il ruolo esatto di questi 




Nel presente lavoro è stato determinato il profilo genetico di 13 citochine 
con 22 posizioni polimorfiche (si veda Tabella 2) in 71 pazienti sottoposti 
a trapianto di rene da donatore vivente ed indagata l’eventuale rilevanza di 
questi polimorfismi sulla funzionalità renale; come parametro bio-umorale 
per il precoce riconoscimento di un peggioramento o danneggiamento della 
funzionalità del rene sono stati valutati i valori di creatinina a 6 mesi ed 1 
anno dal trapianto. 
  
Tabella 2 
Elenco citochine con relative posizioni polimorfiche 
Citochine Posizione dei Polimorfismi 
IL 1α IL 1α promotor -889 
IL 1β IL 1β promotor -511, pos. +3962 
IL 1R IL 1R pos. pst1 1970 
IL 1RA IL 1RA pos. mspa1 11100 
IL 4Rα IL 4Rα pos. +1902 
IL 12 IL 12 promotor -1188 
γIFN γIFN pos. UTR 5644 
TGF-β TGF- β exon 1 codon 10, codon 25 
TNF-α TNF-α promotor -308, -238 
IL 2 IL 2 promotor -330, pos. +166 
IL 4 IL 4 promotor -1098, -590, -33 
IL 6 IL 6 promotor -174, pos. +nt 565 
IL 10 IL 10 promotor -1082, -819, -592 
 
Il follow up, obbligatoriamente limitato a 12 mesi a causa del trapianto 
temporalmente recente al quale i pazienti esaminati si sono sottoposti, fa sì 
che questa indagine debba essere considerata uno studio iniziale che, 
infatti, vedrà uno sviluppo futuro, sia arrivando ad un follow up di almeno 3 




CAPITOLO 2-CARATTERISTICHE E CLASSIFICAZIONE 
FUNZIONALE DELLE CITOCHINE 
Le citochine sono una classe eterogenea di proteine secretorie prodotte da 
vari tipi di cellule ed hanno la funzione di condizionare il comportamento di 
altre cellule specifiche verso cui sono indirizzate, comportandosi così da 
“mediatori” tra le diverse cellule. Il termine interleuchina (IL) è stato 
inizialmente usato per la denominazione di tali molecole ed ancora oggi 
molte delle citochine sono conosciute col termine di Interleuchine a cui 
sono stati attribuiti dei numeri progressivi (ad es. IL-1, IL-2, ecc.). 
E’ possibile tuttavia identificare in questa famiglia di molecole molto 
eterogenee alcune caratteristiche generali comuni: 
◊ Sono molecole prodotte essenzialmente durante la fase di 
attivazione e durante quella effettrice, sia dell’immunità naturale 
sia di quella specifica. 
◊ Alla pari di altri ormoni peptidici, esercitano la loro attività 
legandosi a specifici recettori presenti sulla superficie delle cellule 
bersaglio. La cellula bersaglio può essere la stessa produttrice 
(attività autocrina), una cellula vicina (attività paracrina) o una 
cellula lontana (attività endocrina). 
◊ I recettori per le citochine hanno un’affinità molto elevata. La loro 
espressione è regolata da specifici segnali esterni alla cellula, in 
genere costituiti dalla stessa o da altre citochine; nel caso dei 
linfociti, dal riconoscimento dell’antigene. 
◊ La secrezione delle citochine è un fenomeno breve ed 
autolimitatao: non sono accumulate in granuli come molecole 
preformate ma prodotte de novo in seguito allo stimolo. 
◊ Numerose citochine sono prodotte da diverse linee cellulari ed 
agiscono su tipi cellulari diversi (pleiotropismo). 
◊ L’attività delle citochine è ridondante: diverse citochine possono 
avere la stessa azione biologica. 
◊ Molte citochine agiscono come regolatrici della divisione e della 
differenziazione cellulare. 
◊ Due citochine possono interagire tra di loro autoregolandosi, avere 
effetto additivo o effetto sinergico. 
Dal momento che le azioni delle citochine sono molto varie (stimolanti, 
inibitorie, regolatorie), così come svariati sono i tipi cellulari sui quali esse 
agiscono, non è possibile realizzare una classificazione comprensiva di tutte 
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le molecole finora conosciute e/o clonate e di tutti gli aspetti che le 
caratterizzano. Un criterio generalmente accettato è che questi fattori 
essere suddivisi in tre grandi famiglie sulla base del tipo di azione 
predominante: 1) le citochine a prevalente azione pro-infiammatoria, 2) le 
citochine con prevalente azione immunoregolatoria, 3) le citochine a 
prevalente azione emopoietica (19, 20, 21, 22). 
2.1-CITOCHINE PRO-INFIAMMATORIE 
Le citochine pro-ininfiammatorie mediano l’immunità innata e sono 
prodotte principalmente dai fagociti mononucleati per potenziare o inibire le 
reazioni infiammatorie:  
 Interferon α e β (tipo 1) 







Le citochine pro-infiammatorie rappresentano un gruppo di molecole che, 
nonostante condividano alcuni aspetti funzionali (essendo principalmente 
prodotte da fagociti mononucleati, fibroblasti, cellule endoteliali e linfociti 
T) presentano caratteristiche chimiche alquanto diverse.  
L’IL-1 non è una singola molecola ma è in realtà rappresentata da due 
distinte proteine, ciascuna del peso di 17 kD, denominate IL-1α ed IL-1β, 
codificate da due distinti geni e prodotte a partire da precursori inattivi di 
maggiore peso molecolare su cui interviene un enzima di conversione. Una 
delle caratteristiche peculiari di entrambe queste molecole è la loro 
formulazione non solo in forma secretoria, ma anche legata alla membrana 
cellulare. La loro azione è mediata dal legame a due distinti recettori (IL-1R 
di tipo I e II) espressi su molti tipi cellulari (fagociti mononucleati, linfociti, 
polimorfonucleati, megacariociti, ecc ). Le cellule in grado di secernere IL-1 
sono molte ed appartengono a linee cellulari diverse. Accanto alle due 
forme di IL-1 esiste una molecola strutturalmente simile all’IL-1 e capace di 
legarne con simile affinità il recettore (IL-1 Receptor Antagonist o IL-1RA). 
Tale molecola non è in grado di svolgere le attività biologiche tipiche della 
citochina, ma le inibisce per competizione a livello recettoriale. Gli effetti 
dell’IL-1 sono pleiotropici, includendo sia effetti a breve che a lunga 
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distanza dal sito di produzione. Alcuni effetti si esplicano a livello del 
sistema immunitario nel cui contesto l’IL-1 svolge essenzialmente un ruolo 
di cofattore coinvolto nelle prime fasi dell'induzione delle risposte sia 
umorali sia cellulari. Molti altri effetti invece si esplicano a livello 
dell'apparato muscolo scheletrico, del fegato, del sistema nervoso centrale 
e dell'apparato vascolare.  
L’IL-6 fu inizialmente descritta come un fattore solubile con molteplici 
attività (fattore stimolante gli epatociti, produzione di proteine di fase 
acuta, fattore promuovente il plasmocitoma, fattore di stimolazione dei 
linfociti B, ecc.). Al pari dell’IL-1, l’IL-6 è prodotta da numerosi tipi cellulari 
quali i fagociti mononucleati, le cellule endoteliali, i linfociti T e B, gli 
astrociti, i fibroblasti, le cellule stromali midollari, i cheratinociti ed alcune 
cellule tumorali. L’IL-6 presenta un peso molecolare variabile tra 22 e 29 
kD, a seconda del grado di glicosilazione ed agisce attraverso un recettore 
specifico (CD126) formato da una catena polipeptidica responsabile del 
legame alla molecola e da una seconda catena deputata alla trasduzione 
del segnale attivatorio all'interno della cellula.  
I fattori di necrosi tumorale (TNF-α e TNF-β) sono il prodotto di due geni 
strettamente apparentati che codificano due citochine tra loro correlate per 
quanto attiene alle attività pro-infiammatorie ed anti-virali sia in vivo che in 
vitro, ma diverse per quanto attiene alla loro caratterizzazione molecolare. 
Il TNF-α è una proteina di 17 kD che può essere prodotta sotto forma di 
multimero formato da due o tre subunità identiche che si forma a partire 
da un prodotto immaturo di maggior peso molecolare e che, analogamente 
a quanto già osservato per l’IL-1, può anche presentarsi sotto forma di 
proteina legata alla membrana, capace anch'essa di attività biologica. Il 
TNF-β o linfotossina, che mostra una modesta (circa 30%) omologia di 
sequenza con il TNF-α è principalmente prodotto dai linfociti T (Th1/Th0 e 
Tc1/Tc0), mentre il TNF-α è prodotto sia dai fagociti mononucleati sia dai 
linfociti T, se pure con differenze quantitative (Th1 > Th0 > Th2). Le azioni 
dei TNF si esplicano attraverso il legame con recettori (TNF-RI e TNF-RII) 
la cui liberazione in forme solubili può contribuire all'omeostasi del sistema.  
Gli Interferoni (IFNs) rappresentano un gruppo di proteine ad attività 
principalmente anti-virale, che vengono comunemente distinte in IFN di 
tipo I (α, β, ω od IFN non immuni) e considerate come citochine ad attività 
pro-infiammatoria ed IFN di tipo II (IFN-γ od IFN immune), che viene 
invece incluso nel gruppo delle citochine immunoregolatorie ed è 
essenzialmente prodotto da linfociti T e dalle cellule NK. Per quanto attiene 
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all'IFN-α, nell'uomo sono stati riconosciuti una quindicina di prodotti che 
mostrano altissima omologia di sequenza (tra 80 e 100%) dal peso 
molecolare di circa 19 kD. L'IFN-β invece è il prodotto di un singolo gene 
ed è costituito da una glicoproteina di 20 kD prodotta principalmente dai 
fibroblasti (IFN fibroblastico). Diversi stimoli tra i quali virus o strutture che 
assomigliano a virus, come ad esempio RNA a doppia elica, sono in grado 
di determinare la produzione degli IFN di tipo I. Le principali attività degli 
IFN non immuni sono di tipo anti-virale ed anti-tumorale. L'effetto anti-
virale è inoltre potenziato da un'azione indiretta dell'IFN-α che ha come 
risultato l'aumento della capacità di presentazione degli antigeni, compresi 
quelli virali, da parte delle cellule infettate e l'attività litica delle cellule NK e 
dei linfociti T CTL (Figura 3). 
 
Figura 3 
L'attività anti-tumorale è in parte dovuta all'azione anti-proliferativa 
generalmente esplicata da queste molecole, in particolare dall'IFN-γ, 
verosimilmente per l'inibizione della sintesi proteica. Queste molecole sono 
anche variamente responsabili della modulazione delle risposte antigene-
specifiche. In particolare, l'IFN-α aumenta sia l'espressione delle molecole 
MHC di classe I che dei recettori per il frammento Fc delle 
immunoglobuline, attiva i macrofagi e regola la produzione di alcune 
citochine, stimolando ad esempio la differenziazione delle cellule T in grado 
di secernere IFN-γ. Questa attività rappresenta uno dei meccanismi 
13 
 
attraverso i quali queste molecole dell'immunità naturale regolano le 
interazioni cellulari nel corso della risposta antigene-specifica. 
Tra le citochine pro-infiammatorie più importanti, anche per la sua azione 
modulatoria della funzione linfocitaria T, sicuramente l’IL-12 riveste un 
ruolo di fondamentale importanza. Riconosciuta per la capacità di stimolare 
la proliferazione e l'attivazione delle cellule NK, l’IL-12 è una molecola 
formata dall’associazione di due proteine di 35 e 40 kD (p35 e p40) che 
formano un eterodimero biologicamente attivo di 70 kD. L’IL-12 è prodotta 
da vari tipi cellulari, essenzialmente fagociti mononucleati e le cellule B, 
nonchè altre cellule capaci di presentare l'antigene. Gli agenti infettivi, 
quali virus e batteri, interagendo con i loro specifici recettori sulla superficie 
delle cellule fagocitarie sono i principali induttori della produzione di IL-12. 
Questa citochina stimola le cellule NK ed i linfociti T alla produzione 
dell'IFN-γ, che a sua volta potenzia la capacità dei fagociti di produrre IL-
12, instaurando quindi un processo di feed-back positivo che tende a 





È ovvio che il mantenimento di una simile risposta infiammatoria 
rappresenti una condizione di potenziale pericolo per l'organismo, che 
tende a mantenere l'omeostasi attraverso la produzione di citochine 
regolatorie in senso negativo, quali l’IL-10, il TGF-β ed almeno in parte l’IL-
13. 
L’IL-15 è una citochina di 15 kD che condivide con l’IL-2 alcune attività, 
nonchè due dei tre componenti recettoriali (catene 11-2Rβ e γ). Tale 
citochina viene prodotta da fagociti mononucleati, da cellule epiteliali, da 
fibroblasti e miofibroblasti, nonchè dalla placenta. L'attività pro-
infiammatoria dell’IL-15 è indiretta in quanto, essendo un fattore di 
crescita dei linfociti T dotato anche di proprietà chemiotattiche per tali 
cellule, esso sarebbe utile all'arruolamento delle cellule T nelle sedi di 
flogosi. Nell'ambito dell'immunità naturale il ruolo dell’IL-15 è quello di un 
fattore di crescita e differenziazione delle cellule NK. Il significato dell’IL-15 
sembra essere quello di un meccanismo aggiuntivo a quello della IL-12 con 
cui i fagociti mononucleati influenzano la funzione linfocitaria T e NK.  
IL-18, originariamente descritta come IFN-γ Inducing Factor (IGIF), è una 
proteina funzionalmente e strutturalmente correlata all’IL-1 che viene 
prodotta sotto forma di precursore inattivo in seguito attivabile dall'IL-1 
converting enzyme (ICE o caspasi-1). L’IL-18, che mima anche alcuni 
effetti dell’IL-12, viene prodotta dopo attivazione da cellule della linea 
macrofagica, dai cheratinociti, da cellule dell'epitelio intestinale. Il bersaglio 
dell’IL-18 sono primariamente i linfociti Th1 nei quali incrementa la 
produzione di IL-2 e di IFN-γ, mentre non sembra influenzare la produzione 
di IL-4 ed IL-10 da parte delle cellule Th2. L’IL-18 incrementa nelle cellule 
Th1 l'attività citotossica mediata da Fas-ligando e potenzia la citotossicità 
delle cellule NK (in sinergia con l’IL-12) (19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 
28, 29).  
2.2-CITOCHINE IMMUNOREGOLATORIE DELLA RISPOSTA 
IMMUNE 
Le citochine “immunitarie” sono prodotte soprattutto dai linfociti T in 
risposta ad un riconoscimento antigenico specifico per stimolare e sfruttare 







 Transforming growth factor β (TGF-β) 
 Interferon γ (tipo 2) 
 Linfotossina 
Una delle principali funzioni delle citochine è rappresentata dalla loro 
capacità di mediare molti degli effetti delle cellule T nel corso della risposta 
immune specifica, essendo quindi le principali responsabili delle attività 
regolatorie e stimolatorie di queste cellule.  
L’IL-2, riconosciuta intorno alla metà degli anni '70 ed inizialmente definita 
per le sue caratteristiche funzionali come TCGF (T Cell Growth Factor), ha 
permesso lo studio delle cellule T in vitro. L’IL-2 è una glicoproteina del 
peso molecolare di 15 kD. È prodotta come polipetide di 153 aminoacidi 
ridotta poi a 133 dal clivaggio di una sequenza di 20 aminoacidi che svolge 
funzione di sequenza “leader”. La riduzione del ponte disolfuro tra i residui 
58 e 105 comporta la perdita dell'attività biologica.  
 
Tabella 3 
Le azioni di questa citochina (Tabella 3) sulle varie cellule bersaglio 
rappresentate, oltre alle cellule T, anche dai linfociti B e dalle cellule NK, 
sono mediate dal legame ad un recettore specifico (IL-2-Rα) che può 
essere definito come un complesso a più subunità consistente in una 
catena α di 55 kD (IL-Rα) e in una catena β di 70 kD, la cui espressione 
può essere completamente indipendente e la cui costante di legame appare 
diversa (bassa affinità per la subunità α ed intermedia per la subunità β). 
La subunità β è espressa in modo coordinato insieme ad un’altra subunità 
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definita γ di 64 kD (o common γ chain) che è a comune con altri recettori 
per citochine. Il recettore ad alta affinità consiste in un complesso IL-
2Rα/IL-2Rβ che lega la molecola con affinità molto elevata (nell'ordine di 
10
-11 
M). Il legame della citochina al recettore determina la fosforilazione 
della subunità β e di altri substrati specifici attraverso una via dipendente 
dalla protein-chinasi C (PKC).  
L’IL-4 è una citochina pleiotropica in grado di modulare la risposta immune 
agendo su vari tipi cellulari (linfociti B, linfociti T, macrofagi, mastociti, 
fibroblasti, cellule endoteliali, osteoblasti, cheratinociti, epatociti ed 
astrociti). È prodotta dalle cellule T CD4 con fenotipo Th2 e Th0, dalle 
cellule CD8 Tc0 e Tc2, dai timociti, nonchè da cellule non 
immunocompetenti quali i granulociti basofili ed i mastociti (Figura 5).  
 
Figura 5 
L’IL-4 è una glicoproteina del peso molecolare di 20 kD sintetizzata a 
partire da un polipeptide precursore di 153 aminoacidi da cui viene 
eliminata una sequenza leader di 24 aminoacidi. L’IL-4 agisce attraverso 
l'interazione con uno specifico recettore ad alta affinità di 130 kD che 
appartiene al tipo II dei recettori per le citochine, la cui associazione con 
una catena γ (o con il recettore per IL-13) è necessaria per la trasduzione 
del segnale di attivazione cellulare. Il recettore per l’IL-4 è espresso sulla 
superficie di molte cellule di derivazione emopoietica (cellule T, B, alcune 
linee macrofagiche, mastociti, progenitori mieloidi) oltre che di altri tipi 
cellulari (cellule stromali di varia derivazione, cellule muscolari, melanociti, 
cellule epatiche). L’IL-4 è responsabile dello "switch" isotipico per la 
produzione di IgE da parte delle cellule B ed induce la differenziazione delle 
cellule T verso cellule di tipo Th2 delle quali rappresenta un fattore di 
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crescita autocrino. Sulla base di questi due elementi si può affermare che 
l’IL-4 rappresenta il principale mediatore delle reazioni da ipersensibilità 
immediata. 
L’IL-13 è una molecola di 12 kD è prodotta dalle cellule T sia CD4 che CD8. 
Diversamente da quanto osservato nel topo, nell'uomo l’IL-13 viene 
prodotta indifferentemente dai linfociti Th1, Th0 e Th2. La sua azione si 
esplica attraverso un recettore formato da una subunità che lega 
specificamente l’IL-13 ed un recettore promiscuo che lega l’IL-4. Questo 
eterodimero è espresso su molti tipi cellulari sia linfoidi che non linfoidi, 
come ad esempio le cellule endoteliali ed i macrofagi. Ciò rende conto dello 
spettro di azione di questa citochina che è piuttosto vario, ma che può 
essere sommariamente indicato come effetto anti-infiammatorio in senso 
lato, con particolare riferimento all'inibizione delle reazioni cellulo-mediate. 
Le cellule B sono stimolate dall’IL-13 alla proliferazione ed alla 
differenziazione in plasmacellule in grado di produrre IgE ed IgG. Un altro 
effetto è l'aumento dell'espressione del recettore a bassa affinità per il 
frammento Fc delle IgE (CD23). L’IL-13 prolunga la sopravvivenza dei 
fagociti mononucleati, ne aumenta la capacità di presentazione degli 
antigeni modulando l'espressione degli antigeni MHC di classe II e quella di 
molecole della famiglia delle integrine (CD11b, CD11c, CD18, CD29, 
CD49e). Tuttavia, l’IL-13 inbisce alcune funzioni macrofagiche, quali la 
produzione delle citochine pro-infiammatorie (IL-1, IL-6, TNF-α) e delle 
chemochine (IL-8) analogamente a quanto già descritto per l’IL-4, con la 
quale condivide molte delle sue azioni. Altri effetti inibitori riguardano 
l'attività citolitica dipendente da anticorpi (ADCC). Va ricordato che, 
diversamente dall’IL-4, l’IL-13 non mostra alcuna azione sulle cellule T, né 
in senso proliferativo né differenziativo.  
L'IFN-γ, denominato anche IFN di tipo II od immune in quanto prodotto da 
cellule immunocompetenti, non mostra alcuna omologia con gli altri 
interferoni. Esso è sintetizzato e rilasciato dalle cellule T CD8 e dai linfociti 
CD4 con profilo Thl o Th0 dopo stimolazione antigenica o policlonale 
(lectine, superantigeni), nonchè dalle cellule NK. In quest'ultimo tipo 
cellulare la produzione di IFN- γ è indotta dall’IL-2 e dall’IL-12. Dal punto di 
vista molecolare l'IFN-γ è una glicoproteina omodimerica formata da due 
subunità di 21-24 kD. I recettori per l'IFN-γ sono espressi su svariati tipi 
cellulari fra cui cellule mielomonocitiche, linfociti, mastociti, cellule 
endoteliali, fibroblasti, cellule neuronali e melanociti. Oltre ad una discreta 
attività anti-virale ed anti-proliferativa, l'IFN-γ esercita una potente azione 
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immuno-modulatoria. Nei fagociti mononucleati aumenta l'espressione di 
molecole di adesione, la capacità di endocitosi e di fagocitosi, la produzione 
di TNF-α e di radicali dell'ossigeno, l’espressione degli antigeni MHC di 
classe I e II, nonchè del recettore ad alta affinità per il frammento Fc delle 
IgG (CD64). In associazione con l’IL-2, l'IFN-γ induce le cellule B alla 
proliferazione ed alla produzione di alcune classi o sottoclassi Ig, mentre 
altre classi o sottoclassi Ig vengono inibite. Nell'uomo è ben evidente 
l'effetto inibitorio sulla sintesi di IgE, L'IFN-γ svolge un ruolo importante 
nella promozione della differenziazione delle cellule T. Esso, infatti, è un 
fattore fondamentale per la maturazione delle cellule CD8 e per lo sviluppo 
delle cellule CD4 verso il profilo funzionale Thl, inibendo peraltro la 
proliferazione delle cellule Th2. 
 
Figura 6 
Questo effetto è in parte mediato dall'attivazione macrofagica con 
conseguente aumento della produzione di IL-12 ed in parte diretto 
attraverso l'induzione dell'espressione del recettore per l’IL-12 sulla 
superficie cellulare. L'IFN-γ attiva inoltre: a) i neutrofili regolandone 
positivamente il metabolismo ossidativo, b) le cellule NK aumentandone 
l’attività litica, c) le cellule endoteliali promuovendo sia l'adesione ad esse 
delle cellule T CD4, sia quelle modificazioni morfologiche che facilitano lo 
stravaso delle cellule infiammatorie (Figura 6). 
L’IL-10, fattore inizialmente denominato Cytokine Synthesis Inhibitory 
Factor o CSIF, mostra un alto grado di omologia nelle diverse specie, ha un 
peso molecolare di 18 kD. Questa citochina viene prodotta dalle cellule T 
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(Th1, Th0 e soprattutto Th2), dai macrofagi attivati, dalle cellule 
dendritiche, dai mastociti, nonchè da cellule B trasformate da EBV. Anche 
altri tipi cellulari, quali cheratinociti, cellule mesangiali, epatociti, astrociti, 
cellule ipotalamiche ed ipofisarie, cellule epitaliali bronchiali, cellule del 
citotrofoblasto e alcune linee cellulari tumorali sono in grado di produrre 
tale fattore. La citochina svolge principalmente azioni regolatorie in senso 
negativo su vari tipi cellulari, inibendo sia la flogosi dipendente dalla 
risposta immune naturale, sia quella dipendente dalla risposta antigene-
specifica.  
Il TGF-β (Transforming Growth Factor) è un’altra citochina 
immunoregolatoria in senso negativo. Una delle caratteristiche peculiari del 
TGF-β (un omodimero con legami a ponte disolfuro) è l'esistenza di 
numerose isoforme che vengono denominate con numeri progressivi da 1 a 
5. I TGF-β1 e β2 sono prodotti da vari tipi cellulari (il TGF-β1 in particolare 
da linfociti T e monociti), mentre cellule mesenchimali e cellule del sistema 
nervoso centrale sono responsabili della secrezione del TGF-β3. L'azione 
immunomodulatoria del TGF-β si esplica essenzialmente sul1'antagonismo 
di molte risposte dei linfociti e in questo senso, il TGF-β deve essere 
considerato come una potente “anti-citochina” essendo in grado di 
modulare negativamente pressochè tutte le risposte infammatorie. Infatti, 
topi ko (knockout) per TGF-β mostrano un incontrollato sviluppo della 
risposta flogistica. Il TGF-β è capace di inibire la proliferazione in vitro delle 
cellule T stimolate da attivatori policlonali o da antigeni, limita la 
maturazione delle cellule citotossiche, inibisce l'attivazione dei fagociti 
mononucleati e rappresenta il principale prodotto delle cellule T con 
funzione “soppressiva o regolatoria”. La possibilità di dosare questa 
citochina nel siero o in altri liquidi biologici, insieme alla sua azione anti-
infiammatoria e pro-fibrogenica, rendono il TGF-β di particolare interesse 
per il monitoraggio dell'attività di alcune malattie, in particolare 
autoimmuni (sclerosi multipla, glomerulosclerosi, epatite autoimmune, 
metaplasia mieloide in corso di mielofibrosi, porpora trombotica 
trombocitopenica) (19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29). 
 2.3-CITOCHINE AD ATTIVITA’ EMOPOIETICA 
Stimolano l’emopoiesi: 
 IL-3 
 Colony stimulating factor (GM-CSF) 
 Colony stimulating factor (G-CSF) 
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Nel corso della risposta infiammatoria è generalmente presente anche una 
stimolazione delle cellule staminali midollari deputata alla rigenerazione 
delle cellule responsabili dei meccanismi di difesa sia naturale che specifica. 
Anche se molte citochine partecipano in qualche modo ai processi 
emopoietici, solo alcune hanno come loro funzione principale quella di 
indurre l'espansione e la differenziazione delle cellule pluripotenti midollari 
verso una particolare linea cellulare nell'ambito di quello che generalmente 
viene indicato come "albero maturativo" delle cellule staminali (Figura 7). 
Alcune delle citochine emopoietiche vennero definite genericamente con il 
termine di "fattori stimolanti formazione di colonie" (Colony Stimulating 
Factors o CSF). Va ricordato inoltre che quasi tutte le citochine pro-
infiammatorie possono potenziare (IL-1, IL-6) od inibire (TNF-α e β, IFN- γ 





La stimolazione della cellula staminale pluripotente midollare, dalla quale 
derivano tutti i costituenti del sangue, è principalmente dovuta ad una 
citochina capace di interagire con un recettore di superficie selettivamente 
espresso da questo stipite cellulare, identificato come il prodotto 
dell'oncogene cellulare c-kit. Questa citochina pertanto viene denominata 
ligando di c kit (c-kit ligand o Stem Cell Factor -SCF) del peso molecolare di 
circa 30 kD. Le cellule stromali midollari (cellule endoteliali, adipociti e 
fibroblasti) rappresentano la principale fonte di produzione di SCF. Le 
cellule che esprimono il recettore per SCF, e sono quindi responsive alla 
sua azione, sono molto varie e comprendono le cellule emopoietiche pluri-
potenti, i progenitori mieloidi e linfoidi (in particolare i progenitori B), 
nonchè i progenitori eritroidi e soprattutto quelli mastocitari. La forma di 
SCF espressa in membrana è responsabile della stimolazione della 
maturazione delle cellule staminali e l'inattivazione del gene che la codifica, 
come nei topi ko per illigando di c-kit, rappresenta una mutazione 
incompatibile con la vita.  
L'attività delle cellule stromali midollari comprende fra l'altro la produzione 
di IL-11. Questa citochina dal peso molecolare di 23 kD viene prodotta 
oltre che dai fibroblasti midollari anche da cellule del trofoblasto placentare, 
da fibroblasti alveolari, da condrociti e sinoviociti, da cellule epiteliali. In 
combinazione con l’IL-3, l’IL-11 è in grado di indurre la differenziazione dei 
precursori dei megacariociti, favorendone la formazione di colonie. La 
somministrazione in vivo di IL-11 induce replicazione dei megacariociti e 
piastrinosi in periferia. Sempre in combinazione con l’IL-3, l’IL-11 è di 
supporto alla mielopoiesi ed in presenza di questo o quel CSF contribuisce a 
modulare e diversificare il processo differenziativi dei precursori.  
L’IL-7 ha funzione induttrice/regolatrice dello sviluppo delle cellule pre-B e 
pre-T a partire dai progenitori linfoidi. Le cellule stromali midollari sono 
responsabili della produzione di tale citochina di 25 kD. Ulteriori fonti di IL 
7 sono le cellule stromali del fegato fetale, i cheratinociti, le cellule 
intestinali e, in ambito patologico, i linfociti B della leucemia linfatica 
cronica, le linee B infettate da EBV ed il linfoma di Burkitt. Le cellule 
bersaglio dell'azione dell’IL 7 non sono solo le cellule progenitrici linfoidi, 
ma anche cellule pre-B e pro-B. L'IL 7 non esplica esclusivamente la sua 
azione a livello midollare, ma essendo prodotta anche dalle cellule stromali 
timiche, è tra le molecole responsabili della crescita e della maturazione dei 




e dei linfociti Tγ/δ. L’IL 7 è inoltre in 
grado di stimolare la proliferazione dei linfociti T maturi specie in supporto 
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al segnale proliferativo espresso da IL-2. Analogamente, l’IL 7 promuove 
l'attivazione e la funzione citotossica delle cellule NK. Nei confronti delle 
cellule della linea monocitario/macrofagica l’IL 7 promuove l'espressione 
dell'attività tumoricida ed incrementa la reattività anti-microbica.  
Le cellule stromali midollari sono responsabili della stimolazione dei 
progenitori mieloidi attraverso la produzione di fattori che stimolano la 
proliferazione e la differenziazione dei progenitori mieloidi in cellule della 
linea monocitario/macrofagica e granulocitaria (Figura 7). Queste 
citochine sono rappresentate dai fattori stimolanti la formazione di colonie, 
monocitarie (M-CSF), granulocitarie (G-CSF) o miste 
granulocitarie/monocitarie (GM-CSF). Le fonti principali dei tre CSF sono i 
linfociti T attivati, i macrofagi, i fibroblasti e le cellule endoteliali. Tali 
cellule possono produrre i CSF anche nel corso della risposta flogistica, 
garantendo così nella sede di flogosi l'arruolamento di nuove cellule 
infiammatorie, la cui sopravvivenza nel contesto dei tessuti è peraltro 
sensibilmente prolungata proprio dagli stessi CSF. Come potenziale agente 
pro-flogistico il GM-CSF favorisce la differenziazione delle cellule di 
Langerhans in cellule dendritiche, nonchè incrementa l'attività fagocitaria 
ed il metabolismo ossidativo dei granulociti neutrofili.  
Un'altra citochina con azione emopoietica selettiva su uno stipite cellulare è 
l’IL-5. Nell'uomo l’IL-5 è unicamente un fattore di differenziazione selettivo 
per gli eosinofili ed entro questi limiti mima 1'azione del GM-CSF e dell’IL-
3. La proteina, di 30-40 kD, forma un omodimero biologicamente attivo e 
viene prodotta in seguito ad attivazione da parte dei linfociti Th0 e Th2 ed 
in maniera autocrina dai granulociti eosinofili. L'effetto pro-eosinofilo 
dell’IL-5 si esercita solo su elementi precursori in avanzato stadio 
maturativo conseguito per azione dell’IL-3 e del GM-CSF. Altri effetti 
dell’IL-5 sono il mantenimento dello stato di attivazione degli eosinofili 
maturi, l'incremento della sintesi e del rilascio delle proteine contenute nei 
granuli ed il prolungamento della sopravvivenza nei tessuti. L’IL-5 esercita 
anche un moderato effetto maturativo sui precursori basofili.  
Le azioni selettive dei tre CSF e dell’IL-5 sono assommate nell'azione 
dell’IL-3 (multi-CSF) prodotta dalle cellule T dopo attivazione. Questa 
citochina non mostra un'attività stimolatoria indirizzata verso un 
progenitore particolare, bensì promuove la differenziazione delle cellule 
staminali verso linee cellulari diverse (polimorfonucleati, macrofagi, 
mastociti, megacariociti, eritrociti) ed è responsabile della stimolazione 
delle cellule più immature, che perdono progressivamente la loro sensibilità 
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all'azione di tale citochina solubile via via che il processo maturativo 
procede (Figura 7) (19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29). 
CAPITOLO 3-POLIMORFISMI CITOCHINICI  
Dato che le citochine rivestono un ruolo fondamentale nelle risposte 
infiammatorie ed immunitarie che mediano l’outcame dei pazienti 
sottoposti ad allotrapianto, molti lavori hanno avuto come scopo quello di 
indagare l’associazione tra determinati polimorfismi citochinici e lo sviluppo 
di complicanze (immediate, precoci o tardive) al trapianto di rene (30, 31, 
32). 
Quindi ormai è ampiamente accettato dalla comunità scientifica che i livelli 
di produzione delle citochine, come di altre molecole implicate nella 
risposta immunitaria, possano essere modulati da polimorfismi di singolo 
nucleotide (SNPs) nei corrispondenti geni (33). 
Un significativo numero di lavori ha avuto come obiettivo quello di capire se 
ed in che modo i polimorfismi genetici citochinici possano influenzare il 
livello di espressione genica. Nella totalità di questi è stata studiata 
l’espressione genetica in vitro, esaminando la relazione tra gli alleli 
polimorfici o gli aplotipi dei geni citochinici e l’espressione del trascritto o 
della citochina in vitro. Tuttavia è opportuno precisare che sembra essere 
sempre più evidente come i risultati di questi studi di espressione genica 
possano essere fortemente influenzati da svariati fattori, come ad esempio 
la linea cellulare utilizzata nel saggio e il trattamente terapeutico dei 
soggetti prima del prelievo delle cellule sottoposte all’analisi (33). Nelle 
Tabella 4 è mostrata la corrispondenza tra alcuni dei polimorfismi 
citochinici studiati e il livello di produzione proteica. 
In base alle differenze inter-individuali nel livello di citochine prodotte in 
colture cellulari in vitro, comunemente si distingue tra individui high o low 
o intermediate produttori, presupponendo una relazione tra il genotipo 
citochinico e il profilo corrispondente di produzione proteica (34). In termini 
generali, l’high, low o intermediate livello di produzione di citochine è 
definito attraverso la zigosità: omozigote high/high o low/low eterozigote 
high/low. In questo modo, il grado di zigosità determina il profilo di 
produzione citochinica nei pazienti trapiantati, che potrebbe avere un 
impatto sulla sopravvivenza dell’organo (35).  
Al momento attuale, pur essendo numerosi gli SNPs identificati, solo alcuni 
di questi sono stati associati a cambiamenti qualitativi e quantitativi nella 
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produzione proteica (si veda Tabella 4) e con la suscettibilità nei confronti 
di varie patologie di tipo autoimmune, infettivo, allergico e vascolare (33, 
36, 37).  
Nel presente lavoro sono stati studiati 22 polimorfismi di singolo nucleotide 
biallelici, distribuiti in 13 geni codificanti per citochine e recettori citochinici. 
In particolare è stato analizzato il polimorfismo localizzato alla regione del 
promotore dei seguenti geni: IL-1α-889C/T, IL-1β-511C/T, Tumour 
Necrosis Factor (TNF)α-308G/A e -238G/A, IL-2-330T/G, IL-4-1098T/G, -
590T/C e -33 T/C, IL-6-174G/C, IL-10-1082G/A, -819C/T e -592C/A, IL-
12-1188C/A. Inoltre è stato definito il polimorfismo localizzato nella regione 
codificante dei seguenti geni: IL-1RA mspa1 11100T/C, IL-1β +3962T/C, 
IL-2 +166G/T, Interferon (IFN)γ +874A/T, TGF-β1 +869C/T (codone 10) e 
+915G/C (codone 25), IL-6 +565G/A. Infine sono stati studiati g SNPs nei 
geni dei seguenti recettori: IL-1R pst1 1970C/T and IL-4Rα +1902G/A.  
 












































































CAPITOLO 4-SCOPO DELLA TESI  
La gestione del paziente nel post trapianto di rene è finalizzata a 
minimizzare le complicanze che possono verificarsi, precocemente o 
tardivamente, attraverso una terapia immunosoppressiva adeguata, che 
può però essere essa stessa causa di morbilità e mortalità. 
Riuscire a definire una diversa immunoreattività al trapianto sulla base 
della variabilità genica e/o fenotipica di alcuni marcatori che modulano 
differentemente la risposta immunitaria, come le citochine, potrebbe 
permettere di indirizzare il medico ad una più mirata terapia 
immunosoppressiva, attraverso la definizione di criteri “predittivi” che 
possano guidare con successo nella riduzione o soppressione della stessa.  
A questo proposito, la genotipizzazione del profilo di espressione delle 
citochine, coinvolte nel rigetto dei trapianti, potrebbe consentire la 
caratterizzazione di quei pazienti potenzialmente tolleranti nei quali possa 
essere avviato un processo di riduzione dell'immunosoppressione.  
Partendo dall’ipotesi che profili caratterizzati da geni a bassa produzione di 
citochine pro-inflammatorie e/o ad alta produzione di citochine anti-
infiammatorie possano predisporre a tolleranza clinica, sono stati 
genotipizzati 71 pazienti (46 maschi e 25 femmine di razza caucasica ed 
età media di 42±14 anni ) sottoposti a trapianto di rene da donatore 
vivente dal 2010 al 2011.  
Tutti i soggetti hanno ricevuto una terapia immunosoppressiva standard, 
suddivisa in una fase di induzione seguita da una di mantenimento. Mentre 
la seconda è risultata essere identica per tutti, la fase di induzione è stata 
personalizzata in base all’eventuale presenza nel ricevente di anticorpi anti-
HLA donatore specifici (DSA). 
Nel protocollo dei trapianti il monitoraggio terapeutico ematico (TDM), 
definito come la misura della concentrazione del farmaco terapeutico nei 
liquidi biologici al fine da verificarne l’efficacia ed i limiti di tossicità, è uno 
strumento fondamentale in mano al clinico, che permette di ottimizzare la 
terapia immunosoppressiva alle esigenze del singolo paziente trapiantato.  
La fase di induzione inizia il giorno in cui viene effettuato il trapianto 
dell’organo e prosegue per i primi 4-7 giorni successivi. Se il paziente in 
questione non presenta DSA o si trova al primo trapianto, viene 
somministrato un anticorpo diretto contro la catena α (CD25) del recettore 
dell’IL-2, nello specifico il Basiliximab (nome commerciale Simulect), 
bloccando l’attivazione dei linfociti stessi (38).  
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Nel caso in cui il paziente presenti DSA o stia per sottoporsi ad un ulteriore 
trapianto vengono invece somministrate globuline anti-timocitarie (ATG) 
che vanno ad interferire principalmente con le reazioni cellulo-mediate 
(39). 
Successivamente inizia l’immunosoppressione di mantenimento costituita 
dalla somministrazione di Ciclosporina A (CsA) (o, in alternativa, 
Tacrolimus), di corticosteroidi e di Micofenolato Mofetile (MMF).  
La CsA è un polipeptide ciclico contenente 11 amminoacidi, altamente 
idrofobico, solubile nei lipidi e nei loro solventi. Attraversa la membrana 
cellulare e si lega nel citoplasma a proteine Ca-dipendenti (ciclofillina e 
calmodulina). Il complesso proteina-recettore raggiunge il nucleo e va ad 
interferire con l’m-RNA responsabile della sintesi dell’IL-1 e IL-2, perciò va 
ad inibire la produzione di linfociti T citotossici (lasciando inalterati i linfociti 
T soppressori). L’assorbimento della CsA è a livello intestinale e la sua 
farmacocinetica prevede un’ampia metabolizzazione da parte del sistema 
enzimatico epatico microsomiale: vengono prodotti circa 20 metaboliti per 
opera degli isoenzimi epatici CYP 3A4 (l’escrezione è soprattutto biliare). 
Non tutti i metaboliti sono farmacologicamente attivi e tossici; la loro 
concentrazione sia interindividuale sia intraindividuale non è costante e 
risente anche dal tipo di prelievo (40). 
Il meccanismo di azione del Tacrolimus è simile a quello della CsA, ma 
essendo più potente può essere utilizzato a dosaggi più bassi rispetto alla 
CsA. Il meccanismo d’azione prevede legami ai linfociti T ad una famiglia di 
proteine citoplasmatiche chiamate FK binding protein con conseguente 
inibizione dell’attività fosfatasica della calcineurina: vengono così a 
bloccarsi le vie di trasduzione del segnale Ca-dipendente e si ha un arresto 
dell’attività proliferativa e della funzionalità dei linfociti T. Come la CsA 
anche il Tacrolimus viene metabolizzato da fegato ad opera soprattutto 
dell’isoenzima del Cit P450 CYP3A4 (41). 
I corticosteroidi (metilprednisolone, prednisone) sono i farmaci 
immunosoppressivi più comunemente usati nella pratica clinica. I 
glicocorticoidi possiedono numerosi effetti antinfiammatori, che li rendono 
potenti immunosoppressori. Nelle prime sei ore dalla somministrazione di 
steroidi si manifesta un grande decremento dei linfociti nel sangue. I 
corticosteroidi hanno un effetto scarso-nullo sulla produzione anticorpale. 
Nei linfociti, nei monociti, nei neutrofili e negli eosinofili normali dell’uomo 
sono stati identificati recettori specifici intracitoplasmatici per i 
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glicocorticoidi. La sensibilità di una particolare sottopopolazione di linfociti è 
probabilmente correlata alla relativa densità dei recettori intracitoplasmatici 
per i corticosteroidi. Tali messaggeri possono inibire il DNA, l’RNA e le 
sintesi proteiche. Nei trapianti d’organo, i corticosteroidi sono efficaci in 
combinazione con farmaci come gli inibitori delle calcineurine, l’azatioprina, 
e l‘ALG. Gli steroidi ad alte dosi sono molto utili clinicamente per trattare il 
rigetto acuto, ma il loro uso prolungato porta a seri effetti collaterali, quali 
ipertensione, aumento di peso, sindrome cuscingoide, ulcere peptiche ed 
emorragie gastrointestinali, stati euforici della personalità, formazione di 
cataratta, iperglicemia che può progredire fino al diabete steroideo, 
pancreatiti, deperimento muscolare ed osteoporosi con necrosi avascolare 
della testa del femore (42, 43). 
Il Micofenolato Mofetile (MMF) esercita i suoi effetti sul sistema immunitario 
mediante l'inibizione della sintesi de novo delle purine, uno dei due tipi di 
basi azotate che entrano nella composizione dei nucleotidi e quindi del 
DNA. L'acido micofenolico, infatti, è un potente inibitore dell'enzima inosina 
monofosfato deidrogenasi (IMPDH), fondamentale per la sintesi dei 
nucleotidi purinici. Poiché la proliferazione dei linfociti B e T è strettamente 
legata alla sintesi delle purine (mentre altri tipi di cellule possono 
recuperare le purine da altre fonti), ciò si traduce in un blocco della 
produzione di linfociti. In particolare, l'MMF inibisce la risposta proliferativa 
dei linfociti a vari tipi di stimoli; inoltre blocca la produzione di anticorpi da 
parte dei linfociti B e l'adesione dei linfociti all'endotelio vascolare, un 




CAPITOLO 5-FASI PRINCIPALI DELLO STUDIO 
Lo studio è iniziato con la selezione di un gruppo di pazienti sottoposti a 
trapianto di rene da donatore vivente presso il Centro Trapianti Rene 
Pancreas dell’Azienda Ospedaliero Universitaria Pisana (Presidio di 
Cisanello). 
I pazienti, aderendo al “Programma di Trapianto di Rene da Donatore 
Vivente” tramite il “Modulo di Consenso Informato Scritto per il Candidato 
Ricevente”, hanno accettato che i dati relativi alla loro partecipazione al 
programma, compresi quelli relativi alla fase di follow-up, potessero essere 
utilizzati, in forma anonima, per eventuali studi e pubblicazioni scientifiche. 
Attraverso metodiche di biologia molecolare si è proceduto allo studio dei 
22 polimorfismi citochinici precedentemente elencati (si veda Tabella 2), 
previa estrazione di DNA da sangue periferico. 
Per ognuno dei pazienti in esame è stata stimata, a 6 mesi ed 1 anno dal 
trapianto, la Glomerular Filtration Rate (eGFR), cioè la quantità di filtrato 
glomerulare prodotta nell’unità di tempo (espressa in mL/min/1.73 m2), 
con la formula Modification of Diet in Renal Disease (MDRD), che tiene 
conto della creatininemia, dell'età e del sesso del soggetto (44, 45, 46). 
Per far ciò è stato utilizzato il calcolatore online PharmCalc.com (47). 
La eGFR calcolata con la formula MDRD permette una stadiazione 
dell’insufficienza renale (Tabella 4), secondo i criteri espressi nelle linee 
guida Kidney Disease Outcome Quality Initiative (KDOQI) (48). 
La stadiazione prende in considerazione due fattori: il "danno renale" e la 
riduzione della funzione renale, intesa come velocità di filtrazione 
glomerulare (GFR). Il primo è diagnosticato a partire da reperti di 
laboratorio (presenza di albumina, proteine o tracce di sangue di origine 
renale nelle urine), strumentali (alterazioni patologiche individuabili con 
l'ecografia renale) o istologici (biopsia renale), persistenti da almeno tre 
mesi. La presenza di tali segni consente di porre diagnosi di malattia renale 
cronica anche quando la velocità di filtrazione glomerulare è ancora 







Level of renal impairment 
(mL/min/1.73m2) 
>90 NORMAL KIDNEY FUNCTION 
 60 to 89 MILD 
30 to 59 MODERATE 
15 to 29 SEVERE 
<15 RENAL FAILURE 
 
Tabella 5 – stadiazione del Chronic Kidney Disease (CKD) 
 
Per valutare l’impatto dei diversi polimorfismi genetici sulla funzionalità 
renale nel post trapianto si è proceduto in questo modo: 
◊ sono stati determinati i genotipi del campione in esame per i 22 
polimorfismi citochinici precedentemente elencati (si veda Tabella 2) 
◊ per ciascun polimorfismo sono state calcolate le frequenze 
genotipiche 
◊ allo scopo di verificare l’equilibrio di Hardy-Weinberg (HWE), le 
frequenze osservate ed attese cono state confrontate con il test chi 
quadro.  
◊ per ciascun polimorfismo, sempre attraverso il test chi quadro, le 
frequenze genotipiche del campione in studio sono state confrontate 
con quelle fornite dalla letteratura per la popolazione italiana sana, 
consultando il lavoro di M. Uboldi de Capei et al. (50).  
◊ sulla base dei livelli di eGFR, l’intera campione è stato poi suddiviso 
in cinque gruppi di “livello di danno renale” e per ciscuna categoria 
sono state calcolate le frequenze genotipiche.  
◊ attraverso i test di eterogeneità (sia a livello genico sia genotipico) 
si è proceduto al confronto tra i suddetti cinque gruppi, nell’intento 
di individuare un genotipo o un allele citochinico maggiormente 
rappresentato in una determinata categoria 
Questo studio iniziale proseguirà incrementando la numerosità del 
campione e il follow up ad almeno tre anni, per poter chiarire l’influenza dei 
polimorfismi citochinici sulla funzionalità renale dopo il trapianto LDK ed 
eventualmente individuare un profilo di “predisposizione” a complicanze 
che consenta di identificare a priori coloro che potrebbero beneficiare 
maggiormente di un’intensificazione della terapia immunosoppressiva.  
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CAPITOLO 6-MATERIALI E METODI 
6.1-PREPARAZIONE DEI CAMPIONI 
I campioni di sangue venoso periferico sono stati raccolti dai 71 pazienti 
trapiantati di rene da donatore vivente dopo consenso informato.  
Il sangue è stato raccolto in provette con EDTA da 3 ml.  
Sono state prese precauzioni speciali per garantire il massimo rispetto della 
confidenzialità. I campioni di sangue sono stati etichettati con un codice, 
senza quindi usare dati identificativi quali nome e cognome. Anche il DNA 
(dopo l’estrazione dal campione di sangue) e i risultati della ricerca hanno 
ricevuto lo stesso numero di codice. La correlazione tra il nome e cognome 
del paziente e il codice è stata registrata e conservata in un luogo ad 
accesso limitato presso il Laboratorio di Immunogenetica. 
I campioni di sangue e di DNA sono stati accuratamente stoccati nei 
congelatori a – 80°C del suddetto Laboratorio. 
6.2-ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO 
Il DNA genomico e stato estratto da sangue in EDTA, fresco o congelato, 
utilizzando l’estrattore di acidi nuclei “Maxwell® 16 Clinical Instrument” 
della ditta Promega (Promega Corporation, Madison, WI, USA). L’estrazione 
è stata eseguita seguendo la metodica ed i reagenti (Maxwell® 16 Blood 
DNA Purification Kit) forniti per l’uso dello strumento dal produttore. 
 
 
Figura 8 – Maxwell® 16 System  
Questa tecnica permette di associare rapidità d’esecuzione con una resa in 




I passaggi automatizzati eseguiti dallo strumento includono: 
 lisi del campione in presenza di detergente e agente caotropico 
(sostanza, quale il cloruro di guanidinio e l’urea, capace di 
causare la denaturazione delle proteine e di altre 
macromolecole impedendo la formazione di legami a idorogeno 
e altri legami deboli) 
 legame degli acidi nucleici a particelle di silice magnetizzata 
 separazione delle particelle legate dagli altri componenti 
cellulari 
 eluizione degli acidi nucleici in una formulazione che può 
essere aggiunta direttamente alla reazione a catena della 
polimerasi (PCR). 
La quantità di sangue da sottoporre ad estrazione è di 300 l, che debbono 
essere introdotti nella camera n° 1 della cartuccia presente nel kit 
d’estrazione (si veda figura 9). 
       
  
 








                              LATO SCANALATO 
Figura 9 – Schema cartuccia di estrazione Maxwell® (suddivisa in 7 
camere) 
 
Il DNA finale è risospeso in acqua sterile distillata in una concentrazione 
pari a 100  50 ng/ l. 
TAMPONE DI LAVAGGIO  
TAMPONE DI LAVAGGIO 
TAMPONE DI LAVAGGIO 
TAMPONE DI LAVAGGIO 
TAMPONE DI LAVAGGIO 
PMP MagneSil® 
TAMPONE LISI 
Ogni cartuccia per 
DNA è composta da 7 
camere separate; 
possono essere 
utilizzate fino ad un 
massimo di 16 
cartucce per ciclo di 
estrazione;  




6.3-STIMA DELLA CONCENTRAZIONE DEL DNA  
Per calcolare la concentrazione del DNA estratto è stato utilizzato il metodo 
spettrofotometrico, in grado di valutare la quantità di radiazioni UV 
assorbite dalle componenti aromatiche (basi puriniche e pirimidiniche) degli 
acidi nucleici. 
La misura della concentrazione viene eseguita alla lunghezza d’onda di 260 
nm, alla quale gli acidi nucleici presentano il massimo grado di 
assorbimento.  
La concentrazione di DNA è espressa in ng/ l e viene determinata con la 
formula di Lambert-Beer, per la quale: 
[DNA] = A x ε x l 
dove A è l’assorbanza, ε il coefficiente di estinzione molare, l il cammino 
ottico della cella. 
Un valore di Assorbanza uguale ad 1 con un cammino ottico di 1 cm 
corrisponde a 50 g/ml di DNA a doppia elica ed a 40 g/ml di DNA a 
singola elica o RNA. 
La purezza del campione si valuta calcolando il rapporto tra la densità 
ottica (OD) a 260 nm e la OD a 280 nm: il valore ottimale deve essere 
compreso tra 1.5 e 1.8; un valore inferiore indica la presenza di 
contaminazione proteica del campione. 
Per ottenere risultati ottimali è richiesto, per la tecnica PCR-SSP, un 
rapporto pari o superiore a 1,6.  
 
6.4-AMPLIFICAZIONE DEL DNA CON TECNICA DI PCR-SSP 
La genotipizzazione citochinica dei pazienti in studio è stata effettuata 
mediante tecnica di PCR-SSP.  
Tale metodica è una tecnica basata su PCR (Polymerase Chain Reaction) 
che utilizza i primer sequenza-specifici (SSP, Sequence Specific Primers) 
per la tipizzazione tissutale su DNA.  
La PCR è una tecnica che consente la moltiplicazione di frammenti di acidi 
nucleici dei quali si conoscano le sequenze nucleotidiche iniziali e terminali 
in modo da ottenere, in vitro e molto rapidamente, grandi quantità di 
materiale genetico necessarie per successive applicazioni.  
Questo processo di ricostituzione (sintesi) di un segmento di DNA 
“completo” (a doppia elica) a partire da un filamento a singola elica, viene 
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svolto in natura da enzimi noti come DNA-polimerasi, che sono in grado di 
sintetizzare progressivamente un nuovo filamento del medesimo. In vitro 
tale processo risulta essere però incompatibile con la DNA polimerasi 
umana, che vien distrutta dalle temeperature necessarie alla 
denaturazione. Per ovviare a questo inconveniente si fa ricorso alle 
polimerasi apparteneti a organismi termofili che non vengono inattivate 
dalle alte temperature, come ad esempio la Taq polimerasi proveniente dal 
batterio Thermophilus acquaticus.  
Per avviare la reazione della polimerasi (fase di prolungamento del 
filamento, con un range di temperatura 65-72 °C) è prima necessario 
effettuare la separazione dei filamenti di DNA (fase di denaturazione, range 
temperatura 94-99 °C), quindi alla creazione del legame tra i primers 
(oligonucleotidi che fungono da inneschi per la polimerasi) e le regioni loro 
complementari dei filamenti di DNA denaturati (fase di annealing, range 
temperatura 40-55 °C), in modo da completare un ciclo di reazione. Di 
norma la reazione di amplificazione viene ripetuta per 30-40 cicli. Le 
temperature utilizzate nelle varie fasi della PCR dipendono dalle 
caratteristiche dei primers e dal tipo di Taq polimerasi impiegata (si veda 
figura 10). 
 




La metodica di PCR-SSP, utilizzata nel presente studio per effettuare la 
tipizzazione citochinica, si basa sul principio che primers perfettamente 
corrispondenti alla sequenza bersaglio sono molto più efficienti 
nell’amplificazione da parte della Taq polimerasi rispetto a primers di 
oligonucleotidi che contengono mismatches (cioè zone di non 
complementarità). Le coppie di oligonucleotidi vengono quindi costruite in 
modo da essere completamente allineate ad un singolo allele o con un 
gruppo di alleli. In condizioni di PCR rigidamente controllate, tali coppie di 
primers consentono l’amplificazione di sequenze specifiche (risultato 
positivo) mentre coppie di primers non complementari non consentono 
alcuna amplificazione (risultato negativo). Una volta terminato il ciclo di 
PCR, i frammenti di DNA amplificato sono separati con elettroforesi su gel 
di agarosio al 3% e sono visualizzati tramite colorazione con etidio bromuro 
ed esposizione alla luce ultravioletta. 
I polimorfismi delle 13 citochine studiate sono stati analizzati ricorrendo al 
kit PROTRANS Cytokines 2 Cyclerplate System.  
La metodica viene eseguita su una piastra da 96 pozzetti (48 per 
campione) in cui si trovano i primers sequenza-specifici liofilizzati per 
l’amplificazione dei vari frammenti di DNA contenenti i polimorfismi 
citochinici in esame, più i primers per l’amplificazione di controllo per il 
gene della β-globina.  
La procedura è consistita nel preparare una Master Mix per ogni DNA da 
tipizzare, nel seguente modo: 
 140 l Buffer C (Ammonium Sulfate, Tris-Buffer, MgCl2, Glycerol, 
Cresol Red, dNTPs) 
 280 l Buffer Y (Watery solution) 
 90 l   Acqua distillata 
 3,3 l Taq Polymerase  5U/ l 




Dopo aver aliquotato 10 µL della Master Mix nei relativi pozzetti (48 per 
ogni campione), è stato eseguito il seguente profilo termico: 
 
Initial denaturation 94 °C 2 min Hold 
Denaturation 94 °C 15 sec 
10 cycles Annealing and 
Extension 65 °C 60 sec 
Denaturation 94 °C 15 sec 
20 cycles Annealing 61 °C 50 sec 
Extension 72 °C 30 sec 
Hold 4 °C 15 min Hold 
 
Come detto in precedenza, per l’interpretazione dei risultati, secondo lo 
schema previsto dalla metodica, ogni prodotto di PCR è stato caricato su 
gel di agarosio al 3% e fotografato su un transilluminatore UV. 
Su gel di agarosio sono visibili una o due bande per pozzetto: quella del 
gene di controllo e quella dell’allele presente o meno. È possibile anche che 
la banda del controllo interno sia più debole come intensità o non visibile, a 
causa della differenza di concentrazione e delle temperature di melting (di 
fusione) fra i primers specifici per i polimorfismi citochinici e i primers del 
gene di controllo. Perciò, una reazione positiva per uno specifico allele di 
una citochina è visualizzato sul gel come frammento di DNA amplificato fra 
la banda del prodotto del controllo interno e la banda dei primers non 
incorporati. 
6.5-ANALISI STATISTICA 
Le frequenze genotipiche sono state stimate con il metodo del gene 
counting. Allo scopo di valutare l’equilibrio di Hardy-Weinberg, le frequenze 
osservate ed attese dei vari genotipi sono state comparate utilizzando il 
test chi-quadro. Questo test è stato inoltre usato per confrontare le 
frequenze genotipiche del campione oggetto di studio, con quelle presenti 




CAPITOLO 7-RISULTATI E DISCUSSIONE 


















, P < 0.05) 
IL- 1  -889     
CC 39 0.55 38.8 
0.9119 TC 27 0.39 27.4 
TT 5 0.07 4.8 
IL- 1  -511     
CC 40 0.53 37.4 
0.1151 CT 23 0.40 28.3 
TT 8 0.08 5.4 
IL- 1  +3962     
CC 40 0.55 38.8 
0.4674 CT 25 0.39 27.4 
TT 6 0.07 4.8 
IL -1R pst1 1970     
CC 33 0.45 31.8 
0.5125 CT 29 0.44 31.4 
TT 9 0.11 7.8 
IL- 1RA mspa1 11100     
CC 4 0.05 3.6 
0.7886 TC 24 0.35 24.8 
TT 43 0.60 42.6 
IL-12 -1188     
AA 30 0.41 29.2 
0.6643 CA 31 0.46 32.7 
CC 10 0.13 9.2 
39 
 
IFN-  UTR 5644     
AA 24 0.35 24.8 
0.6780 AT 36 0.48 34.3 
TT 11 0.17 11.8 
TGF- 1 cdn 10     
CC 10 0.17 12.3 
0.2700 CT 39 0.49 34.5 
TT 22 0.34 24.3 
TGF- 1 cdn 25     
CC 5 0.03 2.0 
0.0120* CG 14 0.28 19.9 
GG 52 0.69 49.0 
TNF-  -308     
AA 3 0.02 1.7 
0.2401 GA 16 0.26 18.6 
GG 52 0.71 50.7 
TNF-  -238     
AA 7 0.04 2.8 
0.0014* GA 14 0.32 22.5 
GG 50 0.64 45.8 
IL-2 -330     
GG 6 0.13 9.2 
0.1034 GT 39 0.46 32.7 
TT 26 0.41 29.2 
IL-2 +166     
GG 40 0.57 40.3 
0.8412 GT 27 0.37 26.4 




IL-4 -1098     
GG 2 0.00 0.4 
0.0028* GT 6 0.13 9.3 
TT 63 0.86 61.4 
IL-4 -590     
CC 49 0.68 48.2 
0.5131 TC 19 0.29 20.6 
TT 3 0.03 2.2 
IL-4 -33     
CC 51 0.66 46.6 
0.0006* CT 13 0.31 21.9 
TT 7 0.04 2.6 
IL-4RA +1902     
AA 54 0.76 54.1 
0.8799 GA 16 0.22 15.7 
GG 1 0.02 1.1 
IL-6 -174     
CC 1 0.05 3.8 
0.0593 GC 31 0.36 25.3 
GG 39 0.59 41.8 
IL-6 nt 565     
AA 1 0.05 3.8 
0.0593 GA 31 0.36 25.3 
GG 39 0.59 41.8 
IL-10 -1082     
AA 21 0.35 24.8 
0.0589 GA 42 0.48 34.3 




IL-10 -819     
CC 43 0.60 42.6 
0.7886 CT 24 0.35 24.8 
TT 4 0.05 3.6 
IL-10 -592     
AA 2 0.04 2.8 
0.5685 CA 24 0.32 22.5 
CC 45 0.64 45.8 
 
Tabella 6 – Genotipi citochininici osservati versus attesi per ogni SNP, 
Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE); * statisticamente significativo 
(p<0.05). 
La maggior parte delle frequenze genotipiche sono risultate essere in 
equilibrio di Hardy-Weinberg, ad eccezione di TGF- 1 cdn 25, TNF-  238, 
IL-4 -1098 e IL-4 -33, dove la differenza tra le frequenze attese ed 
osservate è risultata essere statisticamente significativa (p<0.05). Ciò è 
emerso anche in altri studi che hanno investigato la distribuzione dei 
polimorfismi citochinici nella popolazione sana (51, 52). Queste deviazioni 
significative dall’equilibrio di Hardy-Weinberg potrebbero essere dovute 
anche a difetti nelle procedure di genotipizzazione, quindi l’intento futuro è 
quello di continuare la ricerca sia ampliando la consistenza del campione 
sia perfezionando la metodica sperimentale. 
Le frequenze genotipiche del campione in studio sono state poi comparate 

















, P < 0.05) 
IL- 1  -889      
C/C 54,9 52,0 
0.8588 T/C 38,0 39,0 




IL- 1  -511      
C/C 56,3 50,0 
0.4661 C/T 32,4 41,0 
T/T 11,3 9,0 
IL- 1  +3962      
C/C 56,3 54,0 
0.6897 C/T 35,2 40,0 
T/T 8,5 6,0 
IL -1R pst1 1970      
C/C 46,5 43,0 
0.5273 C/T 40,8 48,0 
T/T 12,7 9,0 
IL- 1RA mspa1 11100      
C/C 5,6 3,0 
0.4395 T/C 33,8 41,0 
T/T 60,6 56,0 
IL-4RA +1902      
A/A 76,1 68,0 
0.3006 G/A 22,5 27,0 
G/G 1,4 5,0 
IL-12 -1188      
A/A 42,3 52,0 
0.1722 C/A 43,7 41,0 
C/C 14,1 7,0 
IFN-  UTR 5644      
A/A 33,8 30,0 
0.4385 A/T 50,7 47,0 
T/T 15,5 23,0 
TGF- 1 cdn 10      
C/C 14,1 23,0 
0.2407 C/T 54,9 45,0 
T/T 31,0 32,0 
TGF- 1 cdn 25      
C/C 7,0 3,0 
0.0450* C/G 19,7 10,0 
G/G 73,2 87,0 
TNF-  -308      
A/A 4,2 2,0 
0.1685 G/A 22,5 14,0 




TNF-  -238      
A/A 9,9 0 
0.0003* G/A 19,7 14,0 
G/G 70,4 86,0 
IL-2 -330      
G/G 8,5 12,0 
0.3091 T/G 54,9 44,0 
T/T 36,6 44,0 
IL-2 +166      
G/G 56,3 61,0 
0.6670 G/T 38,0 32,0 
T/T 5,6 7,0 
IL-4 -1098      
G/G 2,8 1,0 
0.2078 T/G 8,5 16,0 
T/T 88,7 83,0 
IL-4 -590      
C/C 69,0 79,0 
0.1396 C/T 26,8 20,0 
T/T 4,2 1,0 
IL-4 -33      
C/C 71,8 75,0 
0.0331* C/T 18,3 23,0 
T/T 9,9 2,0 
IL-6 -174      
C/C 1,4 9,0 
0.0367* C/G 43,7 50,0 
G/G 54,9 41,0 
IL-6 nt 565      
A/A 1,4 9,0 
0.0542 G/A 43,7 48,0 
G/G 54,9 43,0 
IL-10 -1082      
A/A 29,6 34,0 
0.7673 G/A 59,2 54,0 
G/G 11,3 12,0 
IL-10 -819      
C/C 60,6 50,0 
0.3329 C/T 33,8 44,0 




IL-10 -592      
A/A 2,8 6,0 
0.1554 C/A 33,8 44,0 
C/C 63,4 50,0 
 
Tabella 7 – Confronto tra le frequenze genotipiche del campione studiato e 
quelle della popolazione italiana sana (Uboldi de Capei et. al., 2003).  
 
Come è possibile notare, in qualche caso le frequenze genotipiche del 
campione studiato sono risultate essere significativamente differenti da 
quelle della popolazione italiana sana, nello specifico quelle relative ai 
polimorfismi  TGF- 1 cdn 25, TNF-  -238, IL-4 -33 e IL-6 -174. 
Tale risultato conferma quanto emerso in precedenti lavori, ovvero che 
anche all’interno della popolazione Caucasica vi sono evidenti differenze 
nelle frequenze genotipiche dei polimorfismi citochinici (53, 54).   
E’ noto come il livello di produzione delle citochine sia sotto controllo 
genetico (55) e per alcune delle citochine studiate è conosciuta la relazione 
tra genotipo e produzione in vitro (Tabella 8) (56), definita attraverso la 
zigosità. 








TNF-  -308 
G/G Low 84 73 
G/A High 14 23 




TG/TG High 32 21 
CG/TG High 38 48 
CC/TG Intermediate 7 6 
CG/CG Intermediate 17 8 
TG/TC Intermediate <1 6 
CG/CC Low 3 4 
CC/CC Low 3 1 
TC/TC Low <1 4 




IL-10 -1082, -819 and -590 
GCC/GCC High 12 11 
GCC/ACC Intermediate 31 44 
GCC/ATA Intermediate 24 15 
ACC/ACC Low 7 8 
ACC/ATA Low 21 18 
ATA/ATA Low 5 3 
IL-6 -174 
G/G High 41 55 
G/C High 50 44 
C/C Low 9 1 
IFN-  Intron 1 
T/T High 23 15 
T/A Intermediate 47 51 
A/A Low 30 34 
 
Tabella 8 – Genotipi citochinici e relativo livello di produzione in vitro. 
 
Nei soggetti sani, per alcune citochine, è stato trovato essere più 
frequentemente rappresentato un determinato livello di produzione (high, 
intermediate o low) (50).  
Un’elevata frequenza di un particolare genotipo associata ad un dato livello 
di produzione potrebbe essere il prodotto della selezione evolutiva che ha 
portato ad un incremento del genotipo più vantaggioso (50, 55). 
Nel campione oggetto di studio sono stati trovati essere maggiormente 
rappresentati gli stessi genotipi della popolazione italiana sana (in rosso 
nella Tabella 8), quindi non sembra esservi un’eventuale associazione con 
la patologia di base che ha reso necessario il trapianto di rene. Tuttavia si 
ritiene che questo aspetto debba essere approfondito ed ancora una volta 
si ribadisce la necessità di ampliare il campione e di effettuare una raccolta 
anamnestica quanto più precisa con particolare attenzione alla patologia di 
base.  
I riceventi LDK, sulla base dei valori di eGFR calcolati ad un anno dal 
trapianto, sono stati selezionati in categorie di danno renale, come 
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Tabella 9 – Gruppi di danno renale in base al valore di eGFR. 
 
Le frequenze genotipiche dei polimorfismi studiati per ognuno dei cinque 







IL- 1a -889 
n % n % 
C/C 2 66,7 18 75,0 
T/C 0 0,0 4 16,7 
T/T 1 33,3 2 8,3 
IL- 1b -511 
n % n % 
C/C 1 33,3 14 58,3 
C/T 2 66,7 7 29,2 
T/T 0 0,0 3 12,5 
IL- 1b +3962 
n % n % 
C/C 3 100,0 15 62,5 
C/T 0 0,0 7 29,2 
T/T 0 0,0 2 8,3 
IL -1R pst1 
1970 n % n % 
C/C 2 66,7 10 41,7 
C/T 1 33,3 9 37,5 
T/T 0 0,0 5 20,8 
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IL- 1RA mspa1 
11100 n % n % 
C/C 0 0,0 2 8,3 
T/C 1 33,3 10 41,7 
T/T 2 66,7 12 50,0 
IL-4RA +1902 
n % n % 
A/A 3 100,0 21 87,5 
G/A 0 0,0 3 12,5 
G/G 0 0,0 0 0,0 
IL-12 -1188 
n % n % 
A/A 3 100,0 11 45,8 
C/A 0 0,0 11 45,8 
C/C 0 0,0 2 8,3 
IFN-g UTR 
5644 n % n % 
A/A 2 66,7 8 33,3 
A/T 1 33,3 11 45,8 
T/T 0 0,0 5 20,8 
TGF-b1 cdn 10 
n % n % 
C/C 0 0,0 2 8,3 
C/T 1 33,3 13 54,2 
T/T 2 66,7 9 37,5 
TGF-b1 cdn 25 
n % n % 
C/C 0 0,0 4 16,7 
C/G 1 33,3 4 16,7 
G/G 2 66,7 16 66,7 
TNF-a -308 
n % n % 
A/A 0 0,0 1 4,2 
G/A 0 0,0 4 16,7 
G/G 3 100,0 19 79,2 
TNF-a -238 
n % n % 
A/A 0 0,0 1 4,2 
G/A 1 33,3 3 12,5 
G/G 2 66,7 20 83,3 
IL-2 -330 
n % n % 
G/G 1 33,3 2 8,3 
T/G 2 66,7 13 54,2 




n % n % 
G/G 1 33,3 15 62,5 
G/T 2 66,7 9 37,5 
T/T 0 0,0 0 0,0 
IL-4 -1098 
n % n % 
G/G 0 0,0 2 8,3 
T/G 0 0,0 1 4,2 
T/T 3 100,0 21 87,5 
IL-4 -590 
n % n % 
C/C 2 66,7 15 62,5 
C/T 1 33,3 9 37,5 
T/T 0 0,0 0 0,0 
IL-4 -33 
n % n % 
C/C 2 66,7 16 66,7 
C/T 0 0,0 6 25,0 
T/T 1 33,3 2 8,3 
IL-6 -174 n % n % 
C/C 0 0,0 0 0,0 
C/G 1 33,3 8 33,3 
G/G 2 66,7 16 66,7 
IL-6 nt 565 
n % n % 
A/A 0 0,0 0 0,0 
G/A 1 33,3 8 33,3 
G/G 2 66,7 16 66,7 
IL-10 -1082 
n % n % 
A/A 1 33,3 8 33,3 
G/A 2 66,7 13 54,2 
G/G 0 0,0 3 12,5 
IL-10 -819 
n % n % 
C/C 0 0,0 16 66,7 
C/T 3 100,0 6 25,0 
T/T 0 0,0 2 8,3 
IL-10 -592 
n % n % 
A/A 0 0,0 2 8,3 
C/A 3 100,0 6 25,0 
C/C 0 0,0 16 66,7 
  




Tabella 10 – Frequenze genotipiche nei gruppi NORMAL KIDNEY 








IL- 1a -889 
n % n % n % 
C/C 17 40,5 1 100,0 1 100,0 
T/C 23 54,8 0 0,0 0 0,0 
T/T 2 4,8 0 0,0 0 0,0 
IL- 1b -511 
n % n % n % 
C/C 25 59,5 0 0,0 0 0,0 
C/T 13 31,0 0 0,0 1 100,0 
T/T 4 9,5 1 100,0 0 0,0 
IL- 1b +3962 
n % n % n % 
C/C 20 47,6 1 100,0 1 100,0 
C/T 18 42,9 0 0,0 0 0,0 
T/T 4 9,5 0 0,0 0 0,0 
IL -1R pst1 
1970 n % n % n % 
C/C 20 47,6 1 100,0 0 0,0 
C/T 18 42,9 0 0,0 1 100,0 
T/T 4 9,5 0 0,0 0 0,0 
IL- 1RA mspa1 
11100 n % n % n % 
C/C 1 2,4 0 0,0 1 100,0 
T/C 13 31,0 0 0,0 0 0,0 
T/T 28 66,7 1 100,0 0 0,0 
IL-4RA +1902 
n % n % n % 
A/A 29 69,0 0 0,0 1 100,0 
G/A 13 31,0 0 0,0 0 0,0 
G/G 0 0,0 1 100,0 0 0,0 
IL-12 -1188 
n % n % n % 
A/A 16 38,1 0 0,0 0 0,0 
C/A 18 42,9 1 100,0 1 100,0 





5644 n % n % n % 
A/A 13 31,0 1 100,0 0 0,0 
A/T 23 54,8 0 0,0 1 100,0 
T/T 6 14,3 0 0,0 0 0,0 
TGF-b1 cdn 10 
n % n % n % 
C/C 7 16,7 0 0,0 1 100,0 
C/T 24 57,1 1 100,0 0 0,0 
T/T 11 26,2 0 0,0 0 0,0 
TGF-b1 cdn 25 
n % n % n % 
C/C 1 2,4 0 0,0 0 0,0 
C/G 9 21,4 0 0,0 0 0,0 
G/G 32 76,2 1 100,0 1 100,0 
TNF-a -308 
n % n % n % 
A/A 2 4,8 0 0,0 0 0,0 
G/A 12 28,6 0 0,0 0 0,0 
G/G 28 66,7 1 100,0 1 100,0 
TNF-a -238 
n % n % n % 
A/A 6 14,3 0 0,0 0 0,0 
G/A 9 21,4 1 100,0 0 0,0 
G/G 27 64,3 0 0,0 1 100,0 
IL-2 -330 
n % n % n % 
G/G 3 7,1 0 0,0 0 0,0 
T/G 23 54,8 1 100,0 0 0,0 
T/T 16 38,1 0 0,0 1 100,0 
IL-2 +166 
n % n % n % 
G/G 23 54,8 0 0,0 1 100,0 
G/T 15 35,7 1 100,0 0 0,0 
T/T 4 9,5 0 0,0 0 0,0 
IL-4 -1098 
n % n % n % 
G/G 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
T/G 4 9,5 1 100,0 0 0,0 
T/T 38 90,5 0 0,0 1 100,0 
IL-4 -590 
n % n % n % 
C/C 30 71,4 1 100,0 1 100,0 
C/T 9 21,4 0 0,0 0 0,0 




n % n % n % 
C/C 31 73,8 1 100,0 1 100,0 
C/T 7 16,7 0 0,0 0 0,0 
T/T 4 9,5 0 0,0 0 0,0 
IL-6 -174 n % n % n % 
C/C 1 2,4 0 0,0 0 0,0 
C/G 21 50,0 0 0,0 1 100,0 
G/G 20 47,6 1 100,0 0 0,0 
IL-6 nt 565 
n % n % n % 
A/A 1 2,4 0 0,0 0 0,0 
G/A 21 50,0 0 0,0 1 100,0 
G/G 20 47,6 1 100,0 0 0,0 
IL-10 -1082 
n % n % n % 
A/A 11 26,2 0 0,0 1 100,0 
G/A 26 61,9 1 100,0 0 0,0 
G/G 5 11,9 0 0,0 0 0,0 
IL-10 -819 
n % n % n % 
C/C 26 61,9 0 0,0 1 100,0 
C/T 14 33,3 1 100,0 0 0,0 
T/T 2 4,8 0 0,0 0 0,0 
IL-10 -592 
n % n % n % 
A/A 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
C/A 14 33,3 1 100,0 0 0,0 
C/C 28 66,7 0 0,0 1 100,0 
  






Tabella 11 – Frequenze genotipiche nei gruppi MODERATE RENAL 
IMPAIRMENT, SEVERE RENAL IMPAIRMENT e RENAL FAILURE. 
 
L’influenza degli SNPs delle citochine sull’outcome del trapianto è stata 
ampiamente discussa in letteratura. Ad esempio, i riceventi di rene da 
donatore cadavere aventi profilo genotipico A/A per il TNF-  -308 e G/G 
per l’IL-10 -1082, entrambi associati ad un livello di produzione citochinica 
high, sembrano essere ad elevato rischio di rigetto acuto, mentre i genotipi 
low TNF-  -308 G/G e l’IL-10 -1082 A/A sembrerebbero svolgere un ruolo 
protettivo nei confronti del rigetto (57).  
Dal confronto tra le frequenze genotipiche dei cinque gruppi di danno 
renale non è emersa nessuna differenza statisticamente significativa tra 
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questi. Vista la scarsa numerosità di alcune catergorie, per procedere con 
l’analisi statistica, nello specifico con i test di eterogenità basati sul chi 
quadro, si è deciso di accorpare i gruppi in modo da confrontare le 
categorie NORMAL KIDNEY FUNCTION + MILD RENAL IMPAIRMENT  versus 
MODERATE+SEVERE+RENAL FAILURE. I test sono stati effettuati sia a 
livello genotipico sia genico. Dai risultati ottenuti si può concludere che non 
sembra esistere un genotipico citochinico o un allele maggiormente 
rappresentato in una determinata categoria di danno renale. Il dato merita 
di essere esplorato in ulteriori studi, andando anche ad effettuare un’analisi 
dei genotipi combinati per quelle citochine che presentano più siti 
polimorfici. 
Questo lavoro, come emerso in numerosi altri reports, sottolinea l’utilità di 
proseguire e approfondire l’analisi delle frequenze genotipiche dei 
polimorfismi citochinici nell’intento di individuare eventuali profili di 
predisposizione ad eventi avversi nel post trapianto di rene. Lo studio in 
questione è uno dei pochi che ha avuto come soggetti pazienti trapiantati 
di rene da donatore vivente. Come detto più volte in precedenza, l’indagine 
continuerà non solo incrementando la numerosità del campione, ma anche 
estendendo il monitoraggio della fase post trapianto almeno a tre anni da 
questo. Si ritiene opportuno anche cercare di individuare ulteriori indici 
biologici di disfunzionalità renale che possano, in combinazione con l’eGFR, 
dare un quadro più significativo dell’eventuale correlazione tra profilo 
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